Studies of Bacteriocin Genes of Erwinia carotovorasubsp. Carotovora (軟腐病菌のバクテリオシン生産に関与する遺伝子の解析) by 荘 敦堯
Studies of Bacteriocin Genes of Erwinia
carotovorasubsp. Carotovora (軟腐病菌のバクテ
リオシン生産に関与する遺伝子の解析)
著者 荘 敦堯
号 611
発行年 1999
URL http://hdl.handle.net/10097/16428
氏 名(国籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
ソウ トン ギ ョ
荘 敦 発
博 士 儂 学)
農 博 第611号
平 成12年3月23日
学位規則第4条 第1項 該当
東北大学大学院農学研究科農学専攻
(博士課程)
Studi。、 。fBゑ,t。h。,inG。n。,。fE。伽`α 。翻 。。。。α
subsp.cαro'ooorα
(軟腐 病 菌 のバ クテ リオ シ ン生 産 に関与 す る遺 伝 子 の解 析)
論文審査委員
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?? ?
?
?
?
?
L
一427一
論 文 内 容 要 旨
第1章 は じめに
軟腐病菌はアブラナ科の野菜をはじめ多数の植物に寄生し、大きな被害を
もたらす重要な病原細菌である。軟腐病は植物の難防除病害の一つに挙げられ、
早急な防除対策の確立が望まれている。軟腐病菌は抗菌物質の一種であるバク
テリオシンを生産する。この抗菌物質は近縁な仲間の細菌だけを殺す ことがで
きる。軟腐病菌は高分子量と低分子量の2種 類のバクテリオシンを生産する。
当研究室はこのバクテリオシンに着目し、軟腐病の防除への利用について検討
してきた。そして、バクテリオシン生産能は保持し病原性を欠失した非病原性
変異菌を作出し、ハクサイ軟腐病に対する微生物農薬実用化に貢献した。これ
らの研究を基礎に現在、バイオキーパーという微生物農薬(セ ントラルガラス
株式会社)の 商品名で発売になっている。この生物防除剤による発病の抑制に
は、バクテリオシンが重要な役割をはたしていることが示唆されている。
軟腐病菌 と同じ腸内細菌属に属する大腸菌はバクテリオシンの構造遺伝子
がSOS反応に基づくDNA修復機構の働きにより、バクテリオシンを生産する。
例えば、紫外線やマイ トマイシンCな どで処理すると大量のコリシンを生産す
るようになる。軟腐病菌も大腸菌と同様の方法でバクテリオシンの生産が誘導
される。
そ こで、本研究ではバクテリオシン生産能を持った軟腐病菌を使用し、バ
クテリオシンの生産に関与する遺伝子の所在を確認した後、挿入失活法を利用
してバクテリオシン生産能に損傷がみられた菌株を分離し、バクテリオシン生
産に関与する遺伝子の塩基配列の解析を進めてきた。
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算2章 バクデリオシン遺伝子の所在
バクテリオシンの遺伝子 は通常、プラス ミ ドにコー ドされて いるが、軟腐
病菌のバクテ リオシン遺伝子については、プラスミ ドあるいはクロモゾームの
いずれにコー ドされているか不明である。そ こで、本研究では軟腐病菌約10
00菌 株の中か ら生物防除剤の素材として有望な9菌 株 とバクテ リオシン生産
能のない1菌 株 を選定 しプラス ミ ドの有無を検討した。プラスミ ドが検 出され
ない1菌 株を除く他の菌株は3.5～100kbの プラスミ ドを1～2個 保有 し
ていた(Table1)。プラス ミ ドを持たない菌株でもバクテ リオシンを生産する
ことか らバクテリオシン遺伝子 は染色体にコー ドされていることが示唆された。
また、バ クテ リオシン遺伝子が染色体 にコー ドされている ことの確認 のた
めに3菌 株を用い、Ethidi㎜bromideの濃度(50,100,・250,500,1000,2000
ppm)と温度(28,36℃)を変えて処理 し、5000菌 株 を分離 した。 これ ら50
00菌株中で、プラスミ ドが消去された菌株 は全 くみ られなかった。この結果
か ら、軟腐病菌のプラスミ ドのキュアリングは非常に難 しい ことが明 らかとな
った。 一
第3章 軟腐病菌のバ クテ リオシン生産制御遺伝子のクローニング
3-1軟 腐病菌のバクテ リオシン調節遺伝子のクローニング
団.
軟腐病菌のバクテ リオ シン遺伝子 を解明する目的で非病原性軟腐病
菌CGE234M403を供試 し、この菌株よりリファンピシン耐性菌M-rif-11-2
を分離 した。本菌株 に トランスポゾンTn5を 挿入 し、低分子量のバクテ リ
オシン生産能を欠損 したTMOIAO1菌株 を得た。 このTMOIAO1菌株 を使
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用 してTAIL-PCRを行 った。さらに脇 一PCRfnv:f亡roCloningkit(TaKaRa)
を用いてバ クテ リオシンの生産調節に関与する遺伝子 の約1,280塩基配列
を解明した。 この遺伝子 にっいて、BLAST及びFASTAデ ータベースの検
索 を行 った結果、大腸菌のスーパーオペロン調節遺伝子 内のh幻 お よび
yefsf窟aen亡roc甜caのentrotO)dn(Y-ST)を調節する遺伝子yτpな どの
遺伝子 と高い相同性のあることが判明 した(Fig.1)。そこで、相同性の高い
約400塩 基配列をクローニングするため、M-rif-11-2菌株のゲノムDNA
のバクテ リオシン調節遺伝子 肱gを 増幅 した。 このDNA断 片を発現ベク
ターpBR322に組み込み、接合体TMOIAO1へ形質無換を試みた ところ、
低分子量のバクテ リオシン生産能の回復することが確認された(Platel)。
さらに、brg遺伝子は、低分子量のバクテ リオシン生産能を調節するだけで
はなく、細胞分裂、及び運動性 をも調節することが明 らかとなった(Plate2,
Fig.2)0
3-2軟 腐 病菌のバ クテ リオ シ ン合 成 牽促進 す る遺伝子sigma因子 の
ク ローニ ング
軟腐病菌のバクテ リオシン遺伝子 を解明する 目的で軟腐病菌89-H-4
を供試 し、この菌株よ りリファンピシン耐性菌H:一rif-8-2を分離 した。本
菌株に トランスポゾンTn5を 挿入 し、低分子量のバクテ リオシン生産能を
欠損 したTHI2-2菌株を得た。 このTH12-1菌株 を使用 してTAIL-PCR
を行 った。 さらにLA-PCRfnv:ゴ亡roC10ningkit(TaKaRa)を用いてバクテ
リオシンの生産調節に関与す る遺伝子 の約1,963塩基配列 を解明した。 こ
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の遺伝子 について、BLASTデータベースの検索を行った結果、大腸菌の鞭 、
毛を合成するための促進遺伝子f乃(スf乃D(別名:Sigma28)と高い相同
性のあることが判明した(Fig.3)。しかし、この遺伝子は、鞭毛の合成促進
だけではな く、他 の遺伝子 の発現にも関与することが明 らか となった。そ
こで、相同性の高い約1,300塩基配列 をクローニングするために、H-rif-8-2
菌株のゲノムDNAの 増幅を行った。このDNA断 片を発現ベクターpBR322
に組み込み、接合体TH12-1へ形質転換を試みたところ、低分子量のバク
テリオシン生産能の回復することが確認された。
トランスポゾンTn5は 伽C遺 伝子に挿入されていることが確認され
たので、つぎに 伽Cと 伽Dと の関係について検討 した。そ こで、組み込
んだプラスミドpBYL2から、flhC遺伝子だけを持ったプラスミ ドpBYL2C
を、そ して同じくf茄D遺 伝子だけを持 ったプラスミ ドpBYL2Dを2種 作
出した。さらにpBY:L2Dプラスミ ドから伽D遺 伝子にkanamycin遺伝子
を組み込んだプラスミドpBYL2D-kanを作出した。その後、pBYL2D-kan
を用いてKHI7(∠血D挿 入変異菌)を作出 した結果、バクテ リオシン生産能
が欠損 していることが判明した。そ こで、pBYL2CとpBYL2Dをそれぞれ
の変異菌であるTH12-2とK:H:17へ形質転換 を試みた結果、低分子量のバ
クテ リオシン生産能の回復する ことが確認された。 しか し、 この結果は不
安定であるあめ、コピー数の少ないプラスミ ドpACYC177へ再度組み込ん
で、形質転換を試みた結果、低分子量のバクテ リオシン生産能の安定 した
回復が確認された(Plate3)。そ して、fヱhDとf乃Cとが低分子量バクテ リ
オシン生産の調節 に、共同で働 くことが明 らかとなった。また、fヱhDとfヱhC
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は共 同で低分子量バクテリオシン生産 を調節するだけではな く、伽Cは 細
胞分裂 を、伽Dは 細胞 の大 きさを個別 に調節する ことも明 らか となった
(Fig.4,Fig.5),
第4章 軟 腐 病 菌 の 低 分 子 量 バ ク テ リオ シ ン遺 伝 子carocinH1の ク ロ ー
ニ ン グ
軟 腐 病 菌 の バ クテ リオ シ ン遺 伝 子 を解 明す る 目的 で 軟腐 病 菌89-H-4を
供 試 し、 この菌 株 よ りリ フ ァ ン ピ シ ン耐 性 菌H-rif-8-2を分離 した 。 本 菌 株 に
トラ ン ス ポ ゾ ンTn5を 挿 入 し ・ 低 分 子 の バ ク テ リオ シ ン生 産 能 を 欠 損 し た
TH22-10菌株 を得 た。 このTH22-10菌 株 を使 用 して3回 のTAIL-PCRを行
っ た。 さ らにバ ク テ リオ シ ン の生 産 に関与 す る遺 伝 子 の2,279塩基 配 列 を解 明
し た 。 こ の 遺 伝 子 に つ い て 、BLASTデ ー タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ た 結 果 、
.Pseαdomoη∂saerロ8fηosaのpyocinS3やAP41など(低 分 子 量 バ クテ リオ
シ ンー 種)と 高 い相 同性 が 認 め られ た(Fig。6)。そ の 中で 、622番 目のDNA
塩 基 配 列 か ら、1704番目のDNA塩 基 配 列 まで のORFはpyocinS3のkiner
proteinと高 い 相 同性 が み られ た 。ま た、1,706番目のDNA塩 基 配 列 か ら、2,092
番 目のDNA塩 基 配列 まで のORFはpyOcinS3のimmunityproteinと高 い相
同性 が あ っ た 。 この低 分 子 量 バ ク テ リオ シ ンの タ ンパ ク のkiUingprOteinと
相 同性 の高 い塩 基 配 列 はcaroHヱK,immunityprOteinと相 同性 の 高 い塩 基 配
列 はcaroH刀 と命 名 した 。 この2つ の遺 伝 子 をcarocinH:1geneと名 付 けた 。
っ ぎ に、 相 同 性 の 高 い約1,900塩 基 配 列 を ク ロ ー ニ ン グす るた め 、H:一rif-8-2
菌 株 の ゲ ノムDNAの バ ク テ リオ シ ン遺 伝 子carocinHIgeneを増 幅 した 。 こ
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のDNA断 片 を発現ベクターpACYC177に組み込み、接合体TH22-10及び軟
腐病菌のバ クテリオシン非生産株Ea1068へ形質転換を試みた。その結果、低
分 子 量 の バ ク テ リオ シ ンcarocinH1はコ ピー 数 の少 な い プ ラス ミ ド
pACYC177をベ クター に組 み込んた場 合 に生産 され る こ とが確認 された
(Plate4)0
第5章 おわ りに
本研究では軟腐病菌の二つのバクテ リオシン調節遺伝子 を発見、その多
様な機能 について解明 した。
(1)プ ラスミ ドを保有 しない菌株で もバ クテ リオシンの生産が認め ら
れ ることか ら、バクテ リオシン遺伝子 は染色体 にコー ドされてい
ることが推定 された。つぎにEthidi㎜bromideの灘 と温度を
変 えた処理によ り、 プラスミ ドの消去 された菌株 は得 られなかっ
た。軟腐病菌からのプラス ミ ドのキュア リングは非常に困難であ
ることが判明 した。
(2)軟腐病菌の トランスポゾン挿入菌株 は使用す る指示菌 によ り、バ
クテ リオシンの阻止帯の幅に変動が見 られる。 この結果 か ら、軟
腐病菌は一つの菌株がいくつの低分子量バ クテ リオシンを生産 し
ていることが明か となった。
(3)大腸菌のスーパーオペロン調節遺伝子内の1ユ幻 な どの遺伝子 と高
い相同性があるbrg遺 伝子は低分子量バ クテ リオシンの生産を調
節す るだけではな く、細胞分裂、及び運動性 をも調節する ことが
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明 らかとなった。
(4)大腸菌 の鞭 毛構 成促 進遺伝 子flhDC(別名:SigmaIま た は
Sigma28)は軟腐病菌の低分子量バ クテ リオシンの生産 を調節する
ことを明か となった。 これ らの遺伝子が軟腐病菌の低分子量バク
テ リオシンの生産 を調節す る場合、共同して働 く必要がある、 と
ころが他の遺伝子を調節する場合 には、別々に働 いていることが
判明 した。すなわち、fヱhC遺伝子 は細胞分裂、伽D遺 伝子は細胞
伸長をそれぞれ調節 している。
(5)軟腐病菌株H-rif-8-2からクローニ ングした低分子量バクテリオ
シンcarocinH1遺伝子はkiherprotein(caroHヱK)とimmunity
protein(caroH11)の2つか ら構成 されることを判明 した。この
carocinH1遺伝子を軟腐病菌のバクテ リオシン非生産株Ea1068
へ形質転換 を試みた ところ、低分子量のバクテ リオシンcarocinH
1はコピー数の少ないpACYC177をベクターに組み込みの時に生
産されることが確認された。
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Table1.SizeofthevariousplasmidsisolatedfromErwiniacarotovorasubsp.
0αア0∫OVOアαstralns.
Strain PlasmidSize
CGE234M403 3.5Kb
TO-4 6.OKband100Kb
2T-2 6.3Kb
TT-4 6.OKband100Kb
2J-1 80Kb
3F-3 6.OKband100Kb
Q-3 9.5Kb
MR-6 100Kb
89-H-4 None
Ea1068 4.3Kb
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Fig.1.AlignmentofthepredictedaminoacidsequenceoftheE.cαFαovo70
subsp.capｰotovorabrggeneproductwiththeaminoacidsequencesofYrp,HF-1,
andNrfA.Dashesareinsertedtooptimizethealignment.
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Pl翫e1.A:Gro舳ofparentalstrains,廿ansposonmutants㎝dtr㎝s鉛㎜antson
theDrigalski'smediumcontainingSOppmkanamycinandrifampicin;B:
BacteriocinactivityofE.carotovorasubsp.carotovora.Numberstrains:1,
TMOlAO1(transposoninsertionmutant);2,M-rif-11-1;3,M-rif-11-2;4,M-rif-
11-5(parentalstrains);6to12,TMOlAO1/pBYLl(transformants);a,DHOS(E.
coli).StrainT-29wasusedasanindicator.
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Plate2.AssayofmotilityinIFO-802mediumcontainingO.5%agarincubatedat
25ｰCoveronemonth.A:M-rif-11-2(parent),B:TMOlAO1(transposoninsertion
mutant),CandD:TMOlAO1/pBYLl(transformant).
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Fig.2.MeasuredcelllengthofstrainsM-rif-11-Z(parent),TMOIAO1(Tns
insertionmutant),andpBYLl/TMOlAO1(transformedmutant)overaperiodof
48hr.BacteriawereculturedinLBmediumwithshakenat28ｰC.
Plate3.BacteriocinactivityofE.oα70'ovorαsubsp.oα70'ovoro.Theindicatoris
Ea1068,strains:1,H-rifL8-2(wildtype);2,TH12-2(insertionalmutant,
ガ乃C::Tn5);3,KH:17(△卿D);4,TH12-2/pAYL3C(Tn5mutantヶ防C+);5,TH12-
2/pAYL3DC(Tn5mutant/ガ 配)C+);6,KH17/pAYL3D(ム ソ乃D〃 配)+);7,よ
KH17/pAYL3DC(ムプ7乃1)〃配)C「).StrainEa1068wasusedasindicator.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
軟腐病 はアブラナ科の野菜をはじめ多数の植物 に発生 し,大 きな被害 をもた らす重要 な細菌病であ り,
難 防除病 害の一つ に挙げ られ,早 急な防除対策の確 立が望 まれている。軟腐病菌は,近 縁 な細菌 だけ を
程す抗菌物 質の一種 であるバ クテ リオシ ンを生産する。バ クテ リオシン生産能 は保持 し,病 原性 を欠失
した非病 原性変異株 を作 出す れば,本 病害の生物的防除に利用で きる。そのためにはバ クテ リオシン遺
伝子の解析が必 要である。
本研 究では,バ クテ リオシ ン生産能 を有す る軟腐病菌 を使用 し,バ クテ リオシンの生産に関与す る遺
伝子の所在 を確認 した後1挿 入失 活法 を利用 して,バ クテ リオシン生産能に損傷が見 られた菌株 を分離
し,バ クテ リオシン生産 に関与す る遺伝子の解析 を行 った。その結果,(1)プラス ミ ドを保持 しない菌株
でで もバ クテ リォシンの生産が認 め られ,バ クテ リオ シン遺伝子 は染色体 にコー ドされていることが推
走 された。 また,Ethidiumbromideの濃度 と温 度 を変 えた処理 によ り,プ ラス ミ ドの消去 された菌株
は得 られず,軟 属病菌か らのプラス ミ ドのキュアリングは非常 に困難 であ ることが判明 した。(2)軟腐病
菌の トランスポゾン挿入菌株 は使用す る指示菌 によ り,バ クテ リオシンの阻止帯の幅に変動が見 られる。
す なわち,軟 腐病菌 は一つの菌株がい くつかの低分子量バ クテ リオシンを生産 していることが明か となっ
た。(3)大腸 菌のスーパ ーオペ ロン調節遺伝子内の ゆなどの遺伝子 と高い相 同性があ るbrg遺伝子 は低分
子 量バ クテ リオシンの生産 を調節 するだけではな く,細 胞分裂,及 び運動1生を も調 節するこ とが明か と
なった。(4)大腸菌の鞭 毛構成促進遺伝 子伽1)C(別名:Sigmalまた はSigma28)は,軟腐病菌の低 分子量
バ クテ リオシンの生 産を謂節する ことが明か となった。 これ らの遺伝子 が軟腐病菌 の低分子量バ クテ リ
オシンの生産 を調節する場合,共 同 して働 く必要がある。 ところが他の遺伝子 を調節す る場合 には,別 々
に働 いていることが判明 した。す なわち,櫛 σ遺伝子 は細胞 分裂,1翫0遣伝子 は細胞伸張 をそれぞれ調
節 している。(5)軟腐病菌株H-rif8-2からクローニング した低分子量バ クテ リオシンcarocinH1遺伝子 は
killerpro七ein(cαroEIK)とimmunityproもein(cαroH11)の2つか ら構成 されるこ とが判 明 した。 この
carocinnH1遣伝子 を軟腐病菌のバ クテ リオシン非生 産株Ea1068へ形 質転換 を試みた ところ,低 分子量
のバ クテ リオシンcarocinH1はコピー数の少 ないpACYC177をベ クターに組み込みの時 に生産 されるこ
とが確認 された。
以上の ように本論文は軟腐病菌の2つのバ クテ リオシン調節遺伝子 を発見 し,そ の多様 な機能 について
解 明 した もので高 く評価 で きる。 よって,審 査 員一同は本論文 が学位(農学)を授与す るに値す る内容で
ある と判定 した。
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